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  11    RESUMO   O conhecimento sobre a composição química da dentina é importante para compreender melhor os efeitos da radioterapia nos tecidos dentais duros. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da radioterapia in vivo sobre as propriedades químicas da dentina humana. Para isso, dois grupos foram utilizados (n=8), sendo um controle e um irradiado. Incisivos e caninos inferiores de pacientes não irradiados foram utilizados como grupo controle. Já os dentes do grupo irradiado foram obtidos de pacientes submetidos à radioterapia na região de cabeça e pescoço, sendo que todos receberam uma dose de radiação fracionada de 1,8 Gy diários até o total de 72 Gy. Em ambos os grupos, os pacientes apresentavam doença periodontal avançada, indicando as exodontias. Os dentes foram seccionados de acordo com o tipo de dentina (coronária ou radicular), obtendo-se fatias perpendiculares ao eixo longitudinal do dente, da região cervical com 3 mm de espessura. Em seguida, essas fatias foram cortadas no sentido mésio-distal, obtendo-se duas metades. As metades linguais foram utilizadas para avaliação da composição química da dentina por meio das espectroscopias FTIR e Raman. Os parâmetros analisados foram: razão mineral/matriz (M:M), razão carbonato/mineral (C:M), razão amida I/amida III e razão amida I/CH2. A partir da espectroscopia Raman, calculou-se também a cristalinidade do fosfato e do carbonato dentro da dentina. Os parâmetros químicos foram influenciados pela radiação e pelo tipo de dentina. FTIR revelou que a razão M:M apresentou diferença significativa para os dois fatores (radiação p=0,008; tipo de dentina p=0,043) e ainda que a dentina radicular apresentou menor razão C:M no grupo irradiado (p=0,003). Raman mostrou diferença significativa nas razões M:M e C:M apenas para o tipo de dentina (p=0,029 e p=0,031, respectivamente) e ainda revelou aumento da cristalinidade do fosfato e diminuição da cristalinidade do carbonato na dentina coronária do grupo irradiado (p=0,021 e p=0,039, respectivamente). Quanto à porção orgânica, o grupo controle apresentou razão amida I/amida III maior que o grupo irradiado em ambas metodologias (FTIR p=0,002, Raman p=0,017). Para a razão amida I/CH2, a dentina radicular apresentou maior razão do que a coronária tanto no 
  12    FTIR quanto no Raman (p<0,001). Dentro das limitações deste estudo, a radioterapia alterou a composição química da dentina humana, pois houve uma troca de íons fosfato-carbonato na hidroxiapatita e um aumento da concentração dos componentes orgânicos. Além disso, a dentina coronária mostrou ser mais mineralizada do que a radicular, que contém uma maior porção orgânica.   Palavras chave: Dentina, Neoplasias de cabeça e pescoço, Radioterapia, Espectroscopia Infravermelho Transformada de Fourier, Espectroscopia Raman.                         
  13    ABSTRACT   Knowledge about the chemical composition of dentine is important to better understand the effects of radiotherapy on dental hard tissues. The aim of this study was to evaluate the effect of in vivo radiotherapy on the chemical properties of human dentine. For this, two groups were used (n=8), one control and one irradiated. Lower incisors and canines from non-irradiated patients were used as control group. On the other hand, the teeth of the irradiated group were obtained from head and neck radiotherapy patients subjected to fractionated X-ray radiation of 1.8 Gy daily until a total of 72 Gy. In both groups, the patients had advanced periodontal disease, indicating the teeth extraction. Teeth were sectioned according to the type of dentine (crown or root dentine), obtaining slices perpendicular to the longitudinal axis of the tooth, from the cervical region with 3 mm of thickness. Then, these slices were cut in the mesiodistal direction, obtaining two halves. Lingual halves were used to evaluate the chemical composition of dentine by FTIR and Raman spectroscopies. The analyzed parameters were: mineral/matrix ratio (M:M), carbonate/mineral ratio (C:M), amide I/amide III ratio and amide I/CH2 ratio. Raman also calculated the phosphate and carbonate crystallinity. Chemical parameters were influenced by radiation and type of dentine. FTIR revealed that M:M ratio showed a significant difference for both factors (radiation p=0.008; type of dentine p=0.043), and the root dentine presented a lower C:M ratio in the irradiated group (p=0.003). Raman showed significant difference in M:M and C:M ratios only for type of dentine (p=0.029 and p=0.031, respectively) and also revealed an increase in phosphate crystallinity and a decrease in carbonate crystallinity in crown dentine for irradiated group (p=0.021 and p=0.039, respectively). For organic portion, the control group had a greater amide I/amide III ratio than the irradiated in both methodologies (FTIR p=0.002, Raman p=0.017). For amide I/CH2 ratio, the root dentine showed a greater ratio than the crown dentine in both methods (p<0.001).  Within the limitations of this study, radiotherapy altered the chemical composition of human dentine, as there was an exchange of phosphate-carbonate ions in the hydroxyapatite and an increase in the concentration of the organic components. 
  14    In addition, crown dentine showed to be more mineralized than the root dentine, which contains a greater organic portion.  Keywords: Dentine, Head and neck cancer, Radiotherapy, Fourier transform infrared spectroscopy, Raman spectroscopy.                            
  15    1. INTRODUÇÃO E REFERENCIAL TEÓRICO  A incidência e prevalência do câncer têm aumentado drasticamente nas últimas décadas (Ferlay et al., 2015). No Brasil, a estimativa de novos casos de câncer para 2016/2017 é de aproximadamente 600 mil (INCA, 2015). Dentre os tipos de câncer, o de cabeça e pescoço é o sexto mais comum em todo o mundo, com uma incidência global de 630 mil novos casos por ano (Vigneswaran & Williams, 2014). O tratamento deste tipo de neoplasia envolve radioterapia, quimioterapia, cirurgia ou uma combinação destas modalidades (Jawad et al., 2015).  A radioterapia é uma modalidade terapêutica rotineiramente prescrita para tratar pacientes diagnosticados com câncer oral (Jawad et al., 2015). Ela é feita utilizando radiações ionizantes que carregam energia ao interagirem com os tecidos dando origem a elétrons rápidos que ionizam o meio e criam efeitos químicos como a hidrólise da água e a ruptura das cadeias de DNA. Durante o processo de ionização os átomos são alterados, o que pode provocar também alteração das estruturas das moléculas que os contém. Assim, se a energia de excitação ultrapassar a energia de ligação entre os átomos pode ocorrer a quebra das ligações químicas e consequentemente alterações moleculares (INCA, 2015). A unidade empregada para medir a quantidade de radiação é o Gray (Gy), que informa a dose de radiação absorvida por qualquer material ou tecido humano. Quando a dose de radiação é elevada (altos valores de Gy), muitas células que estão recebendo essa radiação podem não suportar as alterações e morrem após tentativas de se dividir. As radiações ionizantes são capazes de induzir danos em diversas profundidades no organismo humano e, com isso, causar a morte celular. Por esse motivo utiliza-se tratamentos com radiação para a terapia oncológica (INCA, 2015). Entretanto, além de destruir as células tumorais, a radioterapia também é capaz de causar alguns danos aos tecidos saudáveis localizados no campo da radiação (Vissink et al., 2003; Tolentino et al., 2011; Jawad et al., 2015). Pacientes que fazem radioterapia na região de cabeça e pescoço podem ter vários efeitos adversos na cavidade oral como mucosite, disfagia, disgeusia, 
  16    infecções por cândida, trismo, xerostomia, osteorradionecrose e cáries relacionadas à radiação (Tolentino et al., 2011; Jawad et al., 2015).  Essas lesões conhecidas como cáries relacionadas à radiação se diferem na localização e na forma de progressão quando comparadas às cáries convencionais. A cárie relacionada à radiação ocorre de forma a circundar a área cervical dos dentes, o que leva a crer que esta área é mais susceptível (Walker et al., 2011). Pode-se notar alterações na translucidez e na cor, através da pigmentação marrom das superfícies cervicais do esmalte e da dentina e um aumento da friabilidade, com consequente perda de estrutura dentária na mesma região (Kielbassa et al., 1997; Kielbassa et al., 1999; Kielbassa et al., 2006). A delaminação patológica do esmalte da dentina é um padrão único de destruição observado clinicamente após a radioterapia oral (McGuire et al., 2014). Especula-se que a mudança induzida pela radiação na estrutura colágena poderia potencialmente impactar a estabilidade da junção amelodentinária levando a delaminação do esmalte após o tratamento (Reed et al., 2015). Além disso, a literatura fornece evidências de efeitos diretos da radiação sobre a estrutura dentária, que incluem alterações morfológicas na estrutura dentária, na junção amelodentinária, na solubilidade ácida do esmalte e na microdureza dos tecidos dentais duros (Al-Nawas et al., 2000; Kielbassa et al., 2006; Silva et al., 2009; Soares et al., 2011; Gonçalves et al., 2014; Qing et al., 2015; Reed et al., 2015; Novais et al., 2016; Qing et al., 2016). Os dentes submetidos à irradiação teriam uma atrofia dos processos odontoblásticos e uma obliteração dos túbulos dentinários, como resultado do dano celular causado pela irradiação. Isto ocasionaria impedimento da vascularização e do metabolismo, particularmente, na área das terminações dos processos odontoblásticos (Grötz et al., 1997). Há também uma desmineralização em áreas subsuperficiais de dentes de pacientes submetidos à radioterapia, caracterizada pela perda total da estrutura prismática. Ocorrem diferenças micromorfométricas significantes no processo de desmineralização do esmalte de dentes submetidos à irradiação, o qual se torna menos resistente ao ataque ácido (Grötz et al., 1998).  
  17    Frente à radiação, a integridade e as propriedades mecânicas do esmalte são afetadas e alterações na junção cemento-esmalte (JCE) são percebidas, explicando os sinais clínicos de destruição completa de áreas dessa junção (Al-Nawas et al., 2000). Vários outros estudos relataram alterações físicas e químicas em dentes após o tratamento radioterápico, ocasionando modificações das propriedades mecânicas como redução da microdureza superficial, resistência à tração e resistência à fratura (Kielbassa et al., 1997; Fränzel et al., 2006; Soares et al., 2010). Essas alterações resultam em enfraquecimento e destruição dos dentes (Fränzel et al., 2006; Soares et al., 2010). A radiação ocasionaria uma redução da dureza e elasticidade do esmalte e da dentina devido à descarboxilação de ligações laterais e perda de grupos acídicos de fosfato, o que causa uma redução da interação mineral-orgânica dos tecidos dentais (Fränzel et al., 2006).  Uma grande quantidade de mudanças e danos em todos os tecidos do elemento dentário é encontrada após a radioterapia. Há uma redução da interação entre os componentes orgânicos e os cristais de hidroxiapatita do esmalte e da dentina, o que também justifica a fragilidade do dente frente ao acometimento das cáries de irradiação (Lieshout & Bots, 2014). Além disso, a medida que se aumenta a dose de irradiação, há também o aumento das alterações morfológicas na região interprismática do esmalte, enquanto que na dentina há uma fragmentação das fibras colágenas, acompanhada pela presença de fissuras e obliteração dos túbulos dentinários (Gonçalves et al., 2014). O dano também pode ocorrer em dentes decíduos quando irradiados, alterando a microdureza do esmalte e da dentina, em função da dose e da região irradiada e originando uma perturbação morfológica em ambos, que passam a apresentar uma superfície amorfa que complica a identificação dos prismas e dos túbulos dentinários (Mellara et al., 2014).  Quanto ao efeito da radioterapia sobre o colágeno, McGuire et al. (2014) demostraram que a imunorreatividade do colágeno tipo IV dentro da matriz orgânica do esmalte foi reduzida após doses elevadas de radiação in vivo. Assim, a perda de colágeno tipo IV em dentes submetidos à radioterapia pode representar um mecanismo de instabilidade da junção amelodentinária, 
  18    aumentando a incidência de delaminação do esmalte e repartição do elemento dental.  Dessa forma, o conhecimento sobre a composição química da dentina é importante para melhor compreender os efeitos da radioterapia sobre os tecidos dentais duros. A dentina é um tecido de origem mesenquimal, constitui o corpo do dente e tem como funções principais proteger a polpa e dar suporte para o esmalte sobrejacente. A dentina madura é composta de aproximadamente 70% mineral, 20% matriz orgânica e 10% de água. Seu componente inorgânico consiste em hidroxiapatita e a parte orgânica é fundamentalmente colágeno, que proporciona a resiliência necessária para a coroa suportar o ato mastigatório. As estruturas organizacionais da dentina são os túbulos dentinários, que abrigam os prolongamentos citoplasmáticos dos odontoblastos e são responsáveis pela transmissão dos estímulos (Avery, 2005; Nanci, 2013). Assim, por apresentar um maior teor de água a dentina pode ser mais vulnerável aos efeitos da radiação do que o esmalte (Gonçalves et al., 2014), pois a radiação pode afetar as moléculas de água nela presentes, formando radicais livres reativos, como oxigênio e peróxido de hidrogênio, que pode interagir com biomoléculas e causar danos celulares (Fang et al., 2002). Este processo pode causar desnaturação dos componentes orgânicos das estruturas dentárias (Pioch et al., 1992). A restauração de dentes em pacientes que foram submetidos à radioterapia cervicofacial pode ser extremamente desgastante para pacientes e odontólogos (Pow et al., 2003; Vissink et al., 2003). Existe uma ineficiência da adesão entre a restauração e o substrato dentinário de dentes irradiados, principalmente após altas doses de irradiação (Naves et al., 2012). Esse processo de adesão de materiais restauradores ao esmalte e à dentina ocorre por mecanismo básico no qual há um processo de troca, que envolve a substituição dos minerais removidos dos tecidos dentais, por monômeros resinosos, que se infiltram e são polimerizados nas porosidades criadas, promovendo adesão micromecânica (Conceição, 2007). Em casos de reabilitações orais de pacientes submetidos à radioterapia, esse processo de adesão pode ser comprometido devido às alterações estruturais na rede de 
  19    colágeno da dentina (Cheung et al., 1990; Kielbassa et al., 1999). O momento da restauração (previamente ou após a radioterapia) apresenta-se como fator determinante na resistência de união da dentina e esmalte irradiado com o material restaurador, sendo o resultado melhor quando a restauração é realizada previamente à irradiação (Naves et al., 2012; Yadav & Yadav, 2013). No entanto, a maioria dos estudos que investigam a influência da radioterapia nos tecidos dentais é baseada em protocolos de radiação in vitro, muitas vezes utilizando modelos que não reproduzem fielmente o ambiente oral de pacientes com câncer de cabeça e pescoço. Há uma redução da função salivar nesses pacientes, proporcionando condições de umidade bucal bastante reduzidas (Tolentino et al., 2011; Jawad et al., 2015; Marmary et al., 2016). Assim, torna-se importante investigar os efeitos da radioterapia in vivo sobre as propriedades químicas das estruturas dentárias. A hipótese nula deste estudo foi de que a radiação in vivo não alteraria a composição química da dentina humana, independentemente da sua localização.  2. PROPOSIÇÃO  O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da radioterapia in vivo sobre as propriedades químicas da dentina coronária e radicular, por meio de análises por Espectroscopia Infravermelha Transformada de Fourier (FTIR) e Espectroscopia Raman.  3. MATERIAL E MÉTODOS  3.1 - Delineamento experimental 1. Unidade experimental: Incisivos e caninos inferiores.  2. Fator em estudo: Irradiação em dois níveis (dentina não irradiada e dentina irradiada in vivo); Tipo de dentina (coronária e radicular). 3. Variável resposta: Composição química da dentina (Razão mineral/matriz (M:M), razão carbonato/mineral (C:M), razão amida I/amida III, razão amida I/CH2, cristalinidade). 
  20    4. Método de análise: Espectroscopia Infravermelha Transformada de Fourier (FTIR); Espectroscopia Raman. 5. Método estatístico: Análise de variância (ANOVA) em dois fatores, considerando os fatores irradiação e tipo de dentina, seguido do teste de comparação de médias (Teste de Tukey).  3.2 - Obtenção, armazenamento e preparo das amostras Após a aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal de Uberlândia (protocolo nº 50329715.6.0000.5152), incisivos e caninos inferiores foram coletados após assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido pelos pacientes e armazenados em água deionizada a uma temperatura de 4ºC. Antes dos testes, os dentes foram limpos com curetas periodontais Gracey (Hu-Friedy Co., Chicago, IL, EUA) a fim de remover debris orgânicos e inorgânicos. Em seguida, utilizou-se escova tipo Robson (Roda, Microdont Ltda., São Paulo, SP, Brasil) montada em micromotor, em baixa rotação, com pasta de pedra pomes (Asfer Indústria Química Ltda., São Caetano do Sul, SP, Brasil) e água deionizada para profilaxia. Os dentes foram examinados sob microscópio estereoscópico (Leica MS5, Leica Microscopy Systems Ltd, Heerbrugg, Suíça) para evidenciar cáries e outros defeitos estruturais. Assim, eles foram agrupados da seguinte forma: A) Grupo controle: incisivos e caninos inferiores (n=8) de pacientes não irradiados (idade média de 55 anos) extraídos devido a doença periodontal (Figura 1A); B) Grupo irradiado: incisivos e caninos inferiores (n=8) extraídos de pacientes que fizeram radioterapia na região de cabeça e pescoço (idade média de 59 anos) e submetidos a radiação a partir de um acelerador linear com doses fracionadas em 1,8 Gy diários, até o total de 72 Gy (Figura 1B). Esses pacientes apresentavam tumores localizados na língua, rebordo alveolar inferior e orofaringe. Todos os dentes incluídos neste grupo estavam localizados dentro do campo de radiação. Devido a doença periodontal, esses dentes foram extraídos 41,5 ± 19,2 meses após o término da radioterapia no Programa de Cuidados Específicos a Doenças Estomatológicas (PROCEDE), do Hospital Odontológico da Universidade Federal de Uberlândia (HO-UFU). 

  22    de verniz ácido resistente (esmalte para unha, Risqué®, Barueri, SP, Brasil). Após o preparo, as amostras foram armazenadas em tubos de eppendorf com água deionizada a 4ºC até a realização das metodologias.   Figura 2. Organograma dos grupos experimentais deste estudo.   Figura 3. Amostra dental sendo seccionada em cortadeira de precisão, perpendicularmente ao longo eixo do dente. Grupos Controle (n=8) Dentina coronária(n=8) ATR-FTIREspectroscopia RamanDentina radicular(n=8) ATR-FTIREspectroscopia RamanIrradiado (n=8) Dentina coronária (n=8) ATR-FTIREspectroscopia RamanDentina radicular (n=8) ATR-FTIREspectroscopia Raman

  24    representada pela relação das áreas integradas da amida I a 1655 cm-1 para o balanço do grupo CH2 a 1450 cm-1 (Jiang et al., 2007; Liu et al., 2014).   Figura 5. Espectrômetro Infravermelho com Transformada de Fourier, com dispositivo ATR (Vertex 70, Bruker).    Figura 6. Amostra posicionada sobre o cristal do equipamento para leitura.   

  26    para normalização. O pico a 1070 cm-1 foi atribuído à vibração v1 do grupo carbonato e o pico a 960 cm-1 à vibração v1 do grupo fosfato na hidroxiapatita. Os picos em 1246/1270, 1450 e 1655/1667 cm-1 correspondem à amida III, CH2 e amida I, respectivamente, e foram utilizados para identificar a conformação molecular das cadeias polipeptídicas (Jastrzebska et al., 2003; Xu & Wang, 2011) (Figura 10). Com base nos dados espectrais Raman, calculou-se a proporção do fosfato v1 para amida I para analisar as diferenças na razão mineral/matriz (M: M) das amostras. Para analisar as diferenças na composição mineral (C:M), utilizou-se a razão do carbonato a 1.070 cm-1 para o fosfato a 960 cm-1. Além disso, as larguras das bandas de fosfato a 960 cm-1 e de carbonato a 1.070 cm-1, dadas pela largura à meia altura (FWHM), foram obtidas em cada espectro para representar o grau de cristalinidade dentro da dentina (Pucéat et al., 2004; Toledano et al., 2015; Reed et al., 2015). Para determinar a natureza do colágeno nas amostras, as seguintes razões foram calculadas: (1) amida I/amida III que diz respeito à organização do colágeno; e (2) amida I/CH2 que indica alteração na qualidade do colágeno (Salehi et al., 2013; Toledano et al., 2015).   Figura 8. Espectrômetro Raman (LabRam HR Evolution Raman, Horiba).     

  28    3.5 - Análise estatística Os dados foram testados para distribuição normal (Shapiro-Wilk, p>0,05) e igualdade de variância (teste de Levene, p>0,05). As razões obtidas no FTIR e no Raman foram analisadas com Análise de variância em dois fatores (ANOVA), considerando os fatores irradiação e tipo de dentina, seguido do teste de Tukey. Para a análise utilizou-se o pacote estatístico Sigma Plot (versão 12.0, Systat Software, Inc., San José, CA, EUA) e considerou-se que um valor de p inferior a 0,05 era estatisticamente significativo.  4. RESULTADOS  4.1 – FTIR As médias e desvio padrão para os parâmetros químicos obtidos no FTIR são mostrados nas Tabelas 1, 2 e 3. O grupo irradiado apresentou menores valores de carbonato e maiores valores de amida I, III e CH2 quando comparado ao grupo controle. A dentina radicular também apresentou maiores valores para amida I, III e CH2 do que a dentina coronária, independentemente da irradiação. Para a razão M:M, 2-way ANOVA mostrou que os fatores irradiação (p=0,008) e tipo de dentina (p=0,043) foram estatisticamente significantes. Tukey revelou que a razão M: M é maior para o grupo controle e para a dentina coronária. Já para a relação C:M, o tipo de dentina e a interação entre os fatores em estudo foram significativos (p=0,027 e p=0,003, respectivamente). Tukey demonstrou que dentro do grupo irradiado, a dentina coronária apresenta maior razão C:M, e ainda, que a dentina radicular do grupo controle apresenta esta razão maior do que a radicular do grupo irradiado. A razão amida I/amida III mostrou diferença significante apenas para o fator irradiação (p=0,002), sendo que o grupo controle apresentou maiores valores do que o grupo irradiado. Para a razão amida I/CH2, ambos os fatores e a interação entre eles foram significantes (p<0,001; p<0,001 e p=0,016, respectivamente). A dentina radicular apresentou maior razão amida I/CH2 que a dentina coronária, independentemente do fator irradiação. E a dentina radicular do grupo controle também apresentou esta razão maior do que a radicular do grupo irradiado. 
  29     Tabela 1 - Médias das áreas integradas de cada componente químico analisado no FTIR.   Tabela 2 - Média e desvio padrão das razões M:M e C:M para os grupos experimentais no FTIR.   Razão M:M Razão C:M Controle Irradiado Controle Irradiado Dentina coronária 12,16 (1,42) Aa 9,39 (2,34) Ab 0,021 (0,002) Aa 0,023 (0,002) Aa Dentina radicular 9,97 (1,92) Ba 7,99 (2,89) Bb 0,022 (0,001) Aa 0,019 (0,002) Bb *Diferentes letras maiúsculas (análise em colunas) e letras minúsculas (análise em linhas) representam diferenças significativas (p<0,05).        Fosfato Carbonato Amida I Amida III CH2 Controle Dentina coronária 13,060 0,290 1,246 0,170 0,119 Dentina radicular 13,540 0,301 1,460 0,224 0,123 Irradiado Dentina coronária 13,429 0,281 1,611 0,283 0,185 Dentina radicular 13,281 0,285 1,751 0,335 0,189 
  30    Tabela 3 - Média e desvio padrão das razões Amida I/Amida III e Amida I/CH2 para os grupos experimentais no FTIR.   Razão Amida I/Amida III Razão Amida I/CH2 Controle Irradiado Controle Irradiado Dentina coronária  6,49 (0,13) Aa  5,51 (0,80) Ab  9,45 (1,66) Ba  8,84 (0,88) Ba Dentina radicular  6,31 (0,40) Aa  5,61 (0,60) Ab  14,21 (0,48) Aa  11,12 (1,92) Ab *Diferentes letras maiúsculas (análise em colunas) e letras minúsculas (análise em linhas) representam diferenças significativas (p<0,05).  4.2 – Raman As médias e o desvio padrão para os parâmetros químicos obtidos na espectroscopia Raman são mostrados nas Tabelas 4, 5 e 6. O grupo irradiado apresentou maiores valores de amida I, III e CH2 quando comparado ao grupo controle. A dentina radicular também apresentou maiores valores de carbonato e amida I do que a dentina coronária, independentemente da irradiação. Para as razões M:M e C:M, 2-way ANOVA mostrou diferença significativa somente para o tipo de dentina (p=0,029 e p=0,031, respectivamente). Tukey revelou que a dentina coronária apresentou maiores razões do que a dentina radicular em ambos os grupos. Para a cristalinidade do fosfato, o tipo de dentina e a interação entre os fatores em estudo foram significativos (p<0,001 e p=0,021, respectivamente). Os valores da cristalinidade do fosfato na dentina coronária do grupo controle foi menor do que do grupo irradiado e ainda, dentro do grupo controle, a dentina coronária apresentou uma cristalinidade menor do que a radicular. Quanto à cristalinidade do carbonato, apenas a interação entre os fatores em estudo foi significativa (p=0,039). A cristalinidade do carbonato na dentina coronária do grupo controle foi maior do que do grupo irradiado e ainda, dentro do grupo irradiado, a dentina coronária apresentou menor cristalinidade do que a radicular. Para as razões orgânicas, a razão amida I/amida III mostrou que os fatores irradiação (p=0,017) e tipo de dentina (p = 0,008) foram 
  31    estatisticamente significantes. O grupo controle apresentou maior razão amida I/amida III do que o grupo irradiado e, ainda, a dentina radicular apresentou maior razão do que a dentina coronária em ambos os grupos. Para a razão amida I/CH2, ambos os fatores também foram significantes (irradiação p=0,037; tipo de dentina p<0,001). O grupo controle apresentou maior razão amida I/CH2 do que o irradiado e também a dentina radicular apresentou essa razão maior do que a dentina coronária nos dois grupos.  Tabela 4 - Médias das áreas integradas de cada componente químico analisado no Raman.                Fosfato Carbonato Amida I Amida III CH2 Controle Dentina coronária 0,999 0,112 0,112 0,094 0,113 Dentina radicular 0,999 0,117 0,121 0,085 0,106 Irradiado Dentina coronária 0,996 0,114 0,119 0,117 0,115 Dentina radicular 0,999 0,119 0,128 0,098 0,110 
  32    Tabela 5 - Média e desvio padrão de M:M, C:M, cristalinidade das bandas de fosfato e carbonato para os grupos experimentais no Raman.    Razão M:M  Razão C:M  Cristalinidade da banda de fosfato Cristalinidade da banda de carbonato  Controle Irradiado Controle Irradiado Controle Irradiado Controle Irradiado  Dentina coroná-ria 9,62 (1,62) Aa 8,80 (2,15)  Aa 0,119 (0,007) Aa 0,120 (0,005) Aa 7,16 (0,21) Bb 7,43 (0,29)  Aa 8,96 (0,43) Aa 8,32 (0,35)   Bb  Dentina radicu-lar 8,05 (1,18) Ba 7,87 (0,94)  Ba 0,111 (0,007) Ba 0,117 (0,009) Ba 7,71 (0,19) Aa 7,58 (0,23)  Aa 8,90 (0,36) Aa 9,00 (0,69)  Aa *Diferentes letras maiúsculas (análise em colunas) e letras minúsculas (análise em linhas) representam diferenças significativas (p<0,05).  Tabela 6 - Média e desvio padrão das razões Amida I/Amida III e Amida I/CH2 para os grupos experimentais em espectroscopia Raman.   Razão Amida I/Amida III Razão Amida I/CH2  Controle Irradiado Controle Irradiado Dentina coronária  1,14 (0,22) Ba  0,95 (0,18) Bb  0,92 (0,20) Ba  0,89 (0,11) Bb Dentina radicular  1,37 (0,27) Aa  1,17 (0,21) Ab  1,23 (0,21) Aa  1,04 (0,13) Ab *Diferentes letras maiúsculas (análise em colunas) e letras minúsculas (análise em linhas) representam diferenças significativas (p<0,05).       
  33    5. DISCUSSÃO  A hipótese nula foi rejeitada, uma vez que a irradiação in vivo foi capaz de alterar a composição química da dentina. Isto provavelmente ocorre porque há uma interação da radiação com os componentes químicos da estrutura dentária, sendo capaz de alterar sua conformação molecular. As metodologias utilizadas neste estudo fornecem informações sobre a composição química da dentina e são métodos não destrutivos, permitindo o uso da mesma amostra para diferentes avaliações (Bistey et al., 2007). A espectroscopia FTIR é a medida do comprimento de onda e da intensidade da absorção de luz infravermelha por uma amostra. A luz infravermelha é energética o suficiente para excitar vibrações moleculares a níveis de energia mais elevados (Cui et al., 2012). Assim como na espectroscopia no infravermelho, a espectroscopia Raman fornece informações sobre níveis de energia vibracionais e sobre a estrutura molecular, porém os processos físicos envolvidos são diferentes. A espectroscopia de infravermelho é baseada em efeitos de absorção de luz, enquanto a espectroscopia Raman é governada por processos de espalhamento de luz por matéria (Zieba-Palus et al., 2006; Qing et al., 2016). Portanto, pode-se dizer que a realização de ambas metodologias para uma compreensão e análise química mais aprofundada de uma amostra se torna importante, na medida que são técnicas complementares, uma vez que abrangem diferentes comprimentos de onda do espectro eletromagnético. Para a execução deste estudo, optou-se pelo uso de dentes irradiados in vivo, com o intuito de verificar a influência da radiação sobre as estruturas dentárias associada a fatores relacionados ao ambiente oral de pacientes com câncer de cabeça e pescoço durante a radioterapia, como pH, xerostomia e dieta (Lieshout & Bots, 2014; Jawad et al., 2015). Todos os dentes selecionados estavam localizados dentro do campo de radiação, sendo que todos os pacientes receberam 72 Gy no total, fraccionados em 1,8 Gy diários. A partir de 30 Gy o dano à estrutura dentária já é irreversível, sendo que a medida em que se aumenta a dose de radiação, aumenta-se também as sequelas orais do tratamento do câncer (Gonçalves et al., 2014; Mellara et al., 2014; Liang et al., 
  34    2016). Para obter uma uniformidade dos dados, padronizou-se também a idade dos pacientes nos dois grupos (de 50 a 60 anos), visto que diferentes idades podem apresentar diferenças microestruturais e de composição na dentina (Duke & Lindemuth, 1991; Reed et al., 2015).   Como meio de armazenamento das amostras utilizou-se água deionizada, uma vez que as metodologias propostas avaliaram a composição química das amostras e, dependendo do tipo de solução de armazenamento, novos íons e componentes químicos poderiam ser incorporados às amostras. A água deionizada parece ser o melhor meio de armazenamento para pesquisas com espectroscopias FTIR e Raman, já que ela passa por um processo de purificação no qual é feita a remoção total de íons presentes na água e elimina-se minerais, metais e outros contaminantes (Jiang et al., 2007; Ferreira et al., 2016). Além disso, estudos anteriores também indicaram que a matriz orgânica da dentina pode permanecer química e mecanicamente estável, mesmo após longos períodos de armazenagem em água (Carvalho et al., 2000; Carrilho et al., 2005). Avaliando a porção inorgânica da dentina, a radiação gera efeitos diferentes nas bandas de fosfato e carbonato. A cristalinidade dessas bandas representa a percentagem de material cristalino, que se correlaciona com a organização no interior dos cristais (Reyes-Gasga et al., 2013). A diminuição da cristalinidade do carbonato nos dentes irradiados pode ser explicada por um maior número de íons planares de carbonato substituindo os íons tetraédricos de fosfato na estrutura da hidroxiapatita, aumentando o distúrbio da estrutura cristalina (Featherstone & Lussi, 2006; Leventouri et al., 2009; Shellis et al., 2014). Dois tipos de substituição podem ocorrer, tipo A e tipo B, em que o primeiro é designado pelos íons carbonato substituindo as posições dos hidróxidos enquanto que o último quando o carbonato ocupa as posições dos íons fosfato (Rey et al., 1989; Liu et al., 2014). Essa substituição causa deformações na rede cristalina e resulta em fases menos estáveis e mais solúveis em ácido (Liu & Hsu, 2007), o que poderia tornar os dentes mais suscetíveis à cárie. Além disso, dentro do grupo irradiado, a cristalinidade do carbonato foi maior na dentina radicular do que na coronária, uma vez que a 
  35    dentina radicular não recebe a radiação diretamente pois está localizada dentro do osso alveolar, o que funciona como uma proteção biológica para este tecido (Soares et al., 2010; Novais et al., 2016).  Estudos prévios afirmam que a radioterapia altera a matriz orgânica da dentina (Açil et al., 2007; Soares et al., 2010; Lieshout & Bots, 2014; McGuire et al., 2014), o que corroboram com os achados do presente estudo. Houve um aumento da amida I após a irradiação. A amida I é a banda de absorção mais intensa nas proteínas e é regida primariamente pelas vibrações de estiramento dos grupos C=O (70-85%) e C-N (10-20%). A posição exata da banda é determinada pela conformação do esqueleto e pelo padrão de ligação do hidrogênio (Xu & Wang, 2012). Em ambos os métodos, a razão amida I/amida III tiveram alterações frente à radiação, o que evidencia uma alteração na organização do colágeno da dentina (Toledano et al., 2015). A amida III é uma banda muito instável e complexa que depende dos detalhes do campo de força, da natureza das cadeias laterais e da ligação de hidrogênio (Xu & Wang, 2012). Já as alterações na razão amida I/CH2 indicam uma qualidade de colágeno alterada (Salehi et al., 2013; Toledano et al., 2015). Como o colágeno é a proteína mais abundante da dentina (90%), sua proteólise tem um impacto mais significativo na integridade estrutural deste tecido, o que pode ser facilmente observado em elementos dentários afetados por cárie que se tornam mecanicamente e funcionalmente comprometidos. Uma característica do colágeno presente na dentina é exatamente o número expressivo de ligações cruzadas covalentes intermoleculares entre as cadeias, resultado da interação entre grupos aldeídos e grupos amino livres. Essas ligações cruzadas fornecem a estabilidade e a força tensora necessária à estrutura supramolecular. Existem quatro resíduos-chave envolvidos no início das ligações das cadeias do tropocolágeno: dois resíduos de lisina ou hidroxilisina de peptídeos, contendo o N-terminal; e dois resíduos de lisina ou hidroxilisina de peptídeos, contendo o C-terminal (Yamauchi & Sricholpech, 2012). Assim, esses N- e C- terminais podem interagir com os radicais livres advindos da interação da radiação com a molécula de água (Pioch et al., 1992, Fang et al., 2002) produzindo um aumento nas quantidades de Amida I, III e CH2, devido a um rearranjo molecular do 
  36    colágeno (Cheung et al., 1990). Este aumento pode não ser benéfico devido à degradação do colágeno natural, resultando em outro tipo de colágeno que não tem a mesma qualidade que o primeiro. Portanto, as propriedades químicas e mecânicas da dentina irradiada seriam afetadas, o que poderia prejudicar a adesão de materiais restauradores e a resistência aos ácidos (Naves et al., 2012; Yadav & Yadav, 2013). Ainda em relação à fase orgânica, as diferenças quanto ao tipo de dentina podem ser explicadas devido à estrutura organizacional da dentina humana. Ela possui uma estrutura tubular, formada por túbulos dentinários que se estendem desde a polpa até a junção amelodentinária ou cemento-dentinária (Xu & Wang, 2012). Estes túbulos são rodeados pela dentina peritubular, a qual é um tecido hipermineralizado e contém pouca matriz orgânica, enquanto que eles são separados pela dentina intertubular, composta principalmente de colágeno tipo I, reforçado por apatita (Marshall et al., 1997; Lussi et al., 2011).  O conteúdo orgânico da dentina peritubular é menor do que na dentina intertubular (Xu & Wang, 2012). Uma menor densidade de túbulos também é encontrada na raiz (Marshall et al., 1997), portanto, ela tem menos dentina peritubular e mais intertubular. Isso justifica os resultados encontrados no presente estudo, uma vez que a dentina radicular possui maior quantidade de matriz orgânica que a coronária (Marshall et al., 1997; Xu & Wang, 2012). Com base nos achados do presente estudo, sugere-se que o aumento do risco de cárie associada à radiação em pacientes submetidos à radioterapia de cabeça e pescoço deve-se não apenas a alterações salivares, dietéticas e microbiológicas, mas também a mudanças na própria composição química da estrutura dentária. Outros estudos são necessários para criar métodos de minimizar esses efeitos da radiação na estrutura dental e estudos clínicos prospectivos poderiam elucidar melhor o risco dessas complicações pós-radioterapia. As taxas de sobrevivência crescentes de pacientes com câncer de cabeça e pescoço mostram, portanto, que a prevenção e o tratamento dos efeitos da radioterapia se tornam uma questão prioritária para as próximas pesquisas, buscando devolver qualidade de vida a esses pacientes.  
  37    6. CONCLUSÕES Dentro das limitações do presente estudo, concluiu-se que: 1. A radioterapia foi capaz de alterar a composição química da dentina humana.  2. A radiação pode influenciar a troca de íons fosfato-carbonato na hidroxiapatita e aumentar a concentração dos componentes orgânicos na dentina.  3. A dentina coronária é mais mineralizada do que a radicular, enquanto que esta apresenta uma maior porção orgânica.                        
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  44    RELEASE PARA IMPRENSA  O número de casos de câncer vem aumentando cada vez mais na população mundial. Quando localizado na região de cabeça e pescoço, muitas vezes o tratamento abrange a cavidade oral dos pacientes. Na maioria dos casos um dos tratamentos utilizados é a radioterapia, que utiliza raios X para diminuir o volume do câncer. A radioterapia destrói as células cancerígenas, diminuindo o tamanho do tumor. Entretanto, há uma preocupação com relação aos efeitos colaterais da radioterapia, porque a radiação acaba atingindo áreas saudáveis próximas ao tumor, alterando tecidos não neoplásicos. Quando o campo da radiação inclui a cavidade oral dos pacientes, esses danos são preocupantes devido à grande quantidade de estruturas nobres nessa região (osso, dentes, mucosas, glândulas salivares). A radiação em contato com essas estruturas gera algumas reações adversas, como a destruição dos ductos das glândulas salivares provocando a hipossalivação, desenvolvimento de mucosites, osteorradionecrose e cáries de radiação. Essas alterações diminuem a qualidade de vida dos pacientes que são submetidos a esse tratamento. Além do paciente oncológico já estar fisicamente e psicologicamente debilitado, esses incômodos bucais podem fazer com que o paciente não se alimente corretamente, o que pode comprometer o andamento do tratamento do câncer. Dessa forma, torna-se de grande importância estudar os efeitos da radioterapia sobre as estruturas bucais. O objetivo deste estudo foi avaliar as alterações químicas que a radioterapia provoca nos tecidos do dente, mais precisamente na dentina. Os resultados mostram que a radiação interfere na composição química da dentina, fato este que poderiam explicar o desenvolvimento e progressão das chamadas cáries de radiação. Os dentes ficariam comprometidos internamente, facilitando a instalação da doença cárie. Portanto, o aumento do risco de cárie associada à radiação em pacientes submetidos à radioterapia não se deve apenas a alterações na saliva, na dieta e nas bactérias, mas também a mudanças na própria composição química dos dentes. Assim, o cirurgião-dentista deve ter um cuidado especial durante os procedimentos odontológicos ao tratar pacientes oncológicos, buscando minimizar possíveis 
  45    falhas, visto que os dentes já se encontram alterados frente à radioterapia e isso, por si só, já compromete a longevidade do tratamento odontológico.                               
  46    ANEXOS  COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA 
  47     
  48     
  49     
  50     
  51     
  52      
  53     
